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遺伝性 リ ソ ゾ ー ム 蓄積 症 (inhe rited lys oso mal
StO rage dis eas e)
l一は リ ソ ゾ M ム 酵素の 欠損の た め に .
種々 の 組織に 中間代謝産物 の 蓄積を来た す 比較的稀 な
疾患で , 現 在ま で に 20 以上知 られ て い る2). こ れ ま で
この よう なリソ ゾ ー ム 蓄積症 の 診断に は , 培 養線維芽細
胞で 該当す る酵素 の 欠損 , 又 は低下を 証 明す る の が最
も信頼で き る方法 と い われ て 釆た . し か し , 培養線推
算細胞を準備す る に 際 して は , 患者 へ の 侵襲 , 培養技
術及び設備 , 培養 に 要す る時間等の い く つ も の 問題が
あり 一 日常用 い る臨床検査と言う に は , あ まり に も特
殊す ぎる感 があ る . そ の ため培養緯線芽細胞 に か わ り ,
取り扱い が 簡単で か つ 同様 も し く は そ れ 以 上 の 信頼
性の あ る もの を 用 い る こ と が で きれ ば , 日常臨床 に お
いて 非常 な メ リ ッ ト が 得 られ る .
リ ソ ゾ ー ム に 含ま れ る 種々 の 水解酵素 は細胞の 種
軌 こより 活性は 異 な る が
, 赤血球を 除く ほ と ん どす べ
て の 細胞 に 含ま れ て お り , 採取及 びそ の 取り 扱い が簡
単なと こ ろか ら , 末梢白血球 を用 い る こ と が 行な わ れ
てき た . けれ ども 今ま で の 報告 で は , Tay-Sa chs
病3I4), 異染性白質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 5 勅 , Ga u che r病7}～ 9}
Nie m a n-Pick 病9一. Kr ab be 病1 O>, G M.-gan -
glio sido sis
I H
, Fabry 病Ⅰ2} で は信頼 で き る 方法 と
され て い る が , Po mpe 柄や ト c ell病 で は 酵素活性
が正常又 は わず か に 低下 して い た に す ぎな い と い う報
告が多か っ た1 3 ト 1 7I. しか し ,Kato ら の 報告1 8}で は末梢
白血球 か ら顆粒球 を除い た リ ン パ 球 分画 で は t I -
C ell柄 に お い て も該当酵素の 低下 が は つ き り し て お
り
,
診 断 に 有用 で あ る とさ れ て い る｡ そ こ で 著者 は末
梢白血球 を さ ら に . 顆粒球. 単球 , リ ン パ 球の 3 分画
に 分離 し , 培養線緑芽細胞と共に 6種類の リ ソ ゾ ー ム 酵
素の PH a ctivity pr ofile を求 め . 末梢白血球各分画
と培養線維芽細胞の リ ソ ゾ ー ム 酵素の 活性分布を比較
検討し て み た .
対象お よび 方法
1, 対象
末梢白血球 は正常対象と して , 2才か ら 35才ま で の
健 康 人 10名 か ら
, 更 に 筋 肉 生検 標 本 で α -
glu c o sida se活性欠損が 証 明さ れ た Po mpe 病 の 1才
女児 と , 培 養線維芽細胞 で in clu sio nbody と , 多く
の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 の 低下が見 ら れ た Ⅰ- C ell病
の 3才男児 か ら得た . 培養線椎茸細胞 は , 20才か ら 60
才ま で の 少な く と も代謝性疾患を有 し な い患者 5名か
ら , Po mpe 柄 . ト c ell病に 関し て は前述の 患者凄か
ら皮膚生検 に よ っ て 得 た .
2, 細 胞 分 画 の 分 離及 び培 養練維芽細胞の 採取
末梢白血球 の 分離 は , Snyde rらの 方法Ⅰ9)に よ り ヘ
パ リ ン 加静脈血 5容 に , 5% デ キス ト ラ ン P B S溶液1
A Co mpa r ativie Study of Lys os o m al En zym e Activity in Peripheral Blo od Le ukocyte
Populatio ns(Gra nulo cytes, Mo n o cytes, a nd Lym pho cytes) a nd Cultu red S kin Fibr obl-
asts‥Clinical Utility of Lym pho cyte Populatio nsfor the Enz ymatic Diagno sis of So m e
Lys os om al Dise a ses･ Ⅲiroko Ka w a shim a, Departm ent of Pediatrics,(Dire ctor:Pr of. N .
Tanigu chi), Scho ol of Medicin e, Ka n a z aw a Univ ersity.
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容 を混和 し ,室温で 30分間静置 し白血球 に 富む 上清 を
得 た . こ の 上清を B6yu m の 方法
2 0}に 従 っ て ,Fico11 -
Is opaqu e上 に 重層し.40 × g,4 ℃, 30 分 間遠心 し
て , 中間層 に 単核細胞層を , pellet に 赤血球の 混入 の
あ る顆粒球層 を分離 した . 更に こ の 単核細胞層を直径
6cmの Fal.c o nシ ャ
ー レ中に 1 0% F C S入り R P M Iメ
デ ィ ウ ム で 1 × 10
7 個の 割合で 浮遊さ せ , 37 ℃, 5 %
C O2 下で 1 時間静置し , 単球を シ ャ
ー レの 底 に 吸着さ
せ た . こ の 上清を集 め て リ ン パ 球 分画 と し , 吸着 し た
単球 は ポ リ ス マ ンで は が し単球分画 と し た が , 80 %～
87 %の a - n aPhtyl
-
e Stera S e- PO Sitiv e c e11 が認
め られ た . 21l 一 方 . pe11et は赤 血球 が混入し て い る た
め 蒸留水で 再浮遊 し , 20 秒後に 同量の 1.8%塩 化ナ ト
リ ウ ム 液を加 え て 等張に も ど した . 赤血球 の 多 い 場合
は , 更に 同様の 低張処理 を く り 返 し た . こ れ を 頬粒球
分画 と した が t 単核細胞の 混入 は なか っ た . こ の よう
に し て 得 られ た そ れ ぞれ の 分画を 生食水 で 3 回洗浄
し , 名酵素活性の 測定 に 適当 な細胞数 に 生食水 で 再浮
遊 し た . 培養線練芽細胞 は , 前腕屈側部を 1 % キシ ロ
カイ ン で 麻酔後 , 無菌的に 皮膚小片を採取 し , 抗生物
質入り メ ディ ウ ム で 洗 っ た後 , メ ス で 細片に した . こ
れ らの 細片 を Falc o nの 25cぱ カ ル チ ャ ー ボ ト ル に う
え こ み , 10% F C S入り M E Mメ デ ィ ウ ム 中 で , 37℃ ,
5% C O2 の 条件下 で 培養 し , メ デ ィ ウ ム 交換 は週 2 回
行 な っ た . Prim a ry c ulture 後 , 少 な く と も1 回以 上
s ubc ultu r eを行 な っ た後 , 1 日目か ら 10 日目 ま で の
細 胞 に つ い て 酵 素活性 の 測定 を行 な い , 細 胞 が
co nflu e n cy に 達 した後 に , は ぼ
一 定 し た活性 が得 ら
れ たの で , 以 後の実験で は す べ て C O nflu e n cy に 達 し
た 後 の 細胞 を用 い た . カ ル チ ャ ー ボ トル 内の 細胞 が
c o nflu en cy に達 した後, ポ リ ス マ ン で はく離 し, こ れ
らの 細胞 を生食 で 3 回洗浄 した後, 適当な数 に 再浮遊
し て酵素活性 に 用い た .
3, リ ソ ゾ ー ム 水解酵素活性 の 測定法
酵素活性 の 測定 に は flu o rige nic 基 質 で あ る 4
-
m ethy卜 u mbellife ryl (以 下 4- M U と略す) 化合
物を用い た . 各酵素 に 対す る基質 は以 下の 通 り で あ る ｡
1) α - glu c o sida s e… 4M U
-
a
M D - glu c op yr a n o
･
side
(Ko ch - Light Lab)










3) β- gala cto sida s e" ･4M U- β
- D - gala ctosi de
(Naka r aiche mic als)
4) β-glu c u r o nida s e･ ‥ 4 M U- β M D - glu c u r o nide
(Ko ch- Light Lab)
5) a - m a n n O Sida s e
･
･ ･4 M U- α - D - m a n n Op y･
r a n o side
(Ko ch - Light Lab)
6) N - a C ety 卜 β - giu c o s a mini da s e
･ ･ ･4M U-
N - a C ety卜 β-D - glu c o s a minide
(Naka r aichemic als)
各酵素活性 の 測定 は ,H indm a nら の 方法
2 2)を少し修
正 し て 実施 し た . Trito n X - 100 を細胞浮遊故 に加
え (最終濃度1.0グ/ C), Vo rte x mix er で 強く 振盤
後 , free z a nd tha wを3 回行な い , 3000 グ. 4℃. 10分
間遠心 し , 上 浦 を剃産 に 用 い た . こ の 上清 50〟ゼに 4 -
M U基質 を 含 む McIlv ain e緩 衝 液 (1m m ole/L)
100fLP を加 え , 37 ℃で 1時 間 shaking w ate rbathの
中で 反 応さ せ た . Bla nk と して 細胞浮遊液に 4- M U
基質 を 含 む M cIIv ain e緩 衝液 を 混合 後, 即 座 に pH
l O.4の glycin eq NaO H緩衝液を 3.OmL加えて , 同
様に 37 ℃ の Shaking w ater bath 内 に 1時間お い た.
1時間 の in c ubatio n の 後 にpH lO.4の 0.25M glycin e
/
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一 NaOIl緩衝液 を 3.0 山加え て 反応を 停止さ せ た ｡ 遊
離し た 4
- M U を 日立分光蛍光 々度計 を用 い励起波長
360ロ叫 螢光波長 450n m で 測 定 し た . 各酵素 のpH
activity pr ofile を 調 べ る ため に ,pH3.0, 3.5, 4.0.
4.5. 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7 .0及 び8.0の Mc11v ain e
緩衝液を 用い た . 又, 酵素活性測定に 用 い た 上清液の
残りを用 い て Lo w ry 法
2 3}に よりタ ン パ ク の 定 量 を
行 な い , 酵 素 活性 を n m oles 4
- M U cle a ved /
mg pr otein / h で 表現 し た .
成 績
1). サ ブ カ ル チ ャ ー 後の 培養線椎芽細胞 にお け る
リ ソ ゾ ー ム 酵素活 性の 時間的変化 ( 図1)
a
-
glu c o sida s e. α
-
gala cto sida s e, β - gala cto -
sida s e, β - glu c u ro nida s e, a - m a n n O Sida s e, N
- a C etyl-β - glu c o s a minida se の す べ て の 酵 素
で , 細 胞 が C O nflu e n cy に 達 し た後 , ほぼ 一 定 した
活性値を示 した .
2). 正 常対照
① a - glu c o sida s e( 図2)
顆粒球分画 はpH 6.5に ピ ー クをも つ-1峰性であ っ たが,
残りの 2分画と培養線維芽細胞 で は い ず れ もpB 4.5 と
pH6.5 に ピ
ー ク をも つ 二峰性の PH a ctivity profile を
1) Q- GLUCO Sl工)ASE




































示 した . pI1 4.5及びpH6.5 で の 活性値 は , リ ン パ 球分
画が 一 番低く , 額粒 球分画 , 単球分画 , 培養線維芽細
胞の 順に 高く な っ て い た .
② a - gala cto sida s e( 図3 )
3 分画及び培養線経芽細胞の す べ て が 班 5.0 に ピ ー
ク を も つ 1 峰性 で , ピ ー ク に お け る 活性値 は , .α -
glu c o si da se と 同様 に リ ン パ 球分画が 一 番低 く , 顆粒
球分画 , 単球分画 . 培養線維芽細胞 の 順に 高く な っ て
い た .
③ β - gala cto sida se( 図4)
3分画及 び培養線維芽細胞 と もpB 5.0に ピ ー ク を も
つ 1峰性 で , pI1 5.0で の 活性値 は前述の 2酵素 と は異
なり , 板柾球分画が 一 番低く , リ ン パ 球分画 . 単球分
画 , 培養線推芽細胞 の 順 に 高か っ た .
④ β - glu c u ro nida s e( 図5)
3 分画及び培養線維芽細胞 と もpH 5.0 に ピ ー ク を 示
し , ピ ー ク で の 活性値 は リ ン パ 球分画が最 も低 く . 額
拉球分画が次に 高く , 単球分画と培養線維芽細胞 は は
ぼ 同 じよ う な 活性値 を示 し た .
⑤ a - m a n n O Sida s e( 図6 )
3分画及 び培養線維芽細胞 でpH4.5 に ピ ー ク が 見 ら
れ , pR 4.5 で の 活性値 は リ ン パ 球分画が最 も低 く . 額
拉球分画 , 培養線維芽細胞 , 単球分画の 順 に 高 くな っ
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5 句 5 6 7 8 う 句 5 6 7 8
PH pH
5 叫 5 6 7 8
PH
Fig . 5. P Ha ctかity pr ofile s ofβ-glu c uromi das e.
ヨ q 5 6 7 8
PH
5 q 5 67 8 5 q 5 6 7 8
PH pH
う q 5 6 7 8
PH
Fig. 6. P Ha ctivityprofilesofa- m an n O Sidas e.
5 叫 5 6 7 8
PH
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5 句 5 6 7 8 5 q 5 6 7 8
PH PH
5 叫 5 6 7 8
PH
Fig. 7. P Ha ctivityprofae s of N
-a C etyl-β瑠1u c o sa mii dase･
て い た .
⑥ N- a C etyl-β - gluc osa minida s e( 図7)
pH 5.0に 3分画及 び培養線維芽細胞 で ピ ー ク を も
ち , pH 5.0で の 活性値 は顆粒球分画 が最 も低 く , リ ン
パ 球分画 , 培養線維芽細胞 , 単球分画の 順に高 く な っ
て い た .
3), Po mpe 病
末梢白血球 の 3 分画の う ち , 単球分画 は回収率が悪
く酵素活性 の 測定 は で き ず , 残り の 顆粒球分画 , リ ン
パ 球分画 と , 培養線維芽細胞 に つ い て 行 な っ た . α -
glu c osida s e以 外の 他 の 5酵素 で は , 顆粒球分画 , リ
ン パ 球分画及び培養線維芽細胞 に お い て , 正常対照 と
は ぼ同様の pH a ctivity profile を 示し た の で , 結 果
の 図示 は省略 した . a - glu c o sida s eの pH a ctivity
profile は顆粒球分画で はPH6.5に ピ
ー ク を も つ 1 峰
性 で . 活性値の 低下 は全く見 られ ず , む し ろ正常対照
よ り も少 し高 め で あ っ た . 一 方 リ ン パ 球分画及 び培養
線推算細胞 で は共 に 酸性域 (即3.0 ～ pH 5.0) で 活性
が欠損 して お り , 中性域 (pH 5.5 ～ pH8.0) に の み活
性を 認め た が , 正常対照 に 比較 し , 著 し い 低下 を 示し
た .
4) Ⅰ - Cell病
う q 5 6 7 8
PH
α - glu c o si da s e, α - gala cto sida s et β-gala cto ･
sidase, β - glu c u r o nida s e, a - m a nn OSida se, N
- a C etyl
- β - glu c osa minidas e の す べ て の 酵素
で , 培 養線維芽細胞 に お い て , 正 常対 照 に 較 べ 著しい
酵素活性の 低下 を示 し た . 顆 粒球分画 と単球分画で は
正 常対照 に 比 較 し て , ほ ぼ 同じか や や低 め の 活性を示
し た が , リ ン パ 球分 画で は低 い 活性 を示 し , 特 に α -
gala cto sida s e, β- gala cto sida s e, β- glu cu ro ni･
da s e, α - m a n n O Sida s eの 4′酵素 で は 低 下 が著 し
く , そ れ ぞ れ 正 常 対 照 の 22 %, 16 %, 40%,
35% で あ っ た .
考 察
遺伝性 リ ソ ゾ ー ム 蓄積症 は現在 の と こ ろ まだ治療法
もな く , 余後 も悪 い 病気 で あ るが , 保因者 の 検出や羊
水診断 に よ り 出生予防が可能 で あ り , そ の 為 こ れら疾
患や保因者 の ス ク リ ー ニ ン グの 為 の よ り簡単 で か つ 信
頼性 の 高 い 診断法の 確立 は非常 に 重要 で あ る ｡ リ ソ ゾ
ー ム 水 解酵素の 測定法 は , 以 前は 天 然基質も用 い られ
た が , f horigeI血 な 合成基質を用 い た 測 定 は天然基質
を用 い る方法 に 較 べ , 比較的簡単で あ り か つ 少量の検
体量で 実施 で き るの で , 現在で は天然基質 に と っ て か
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わり 広く診断 に 用 い られ て い る ｡ 一 方 , 診断材料 と し
て は培養線維芽細胞が最も信頼性が あ る とさ れて い る
が , 種 々 の 点で 日常臨床検査と し て 用 い る に は困難で
あり , 又 , 培養条件 に よ っ て リ ソ ゾ ー ム 酵素活性が非
常に 変化する と い う 報告2 4)もあり , 必 ず も理想的 な
診断材料と は い え な い . そ の 点 , 末梢白血球 は採取 が
非常に 簡単で . 培養線維芽細胞の か わ り に 診断に 用 い
る試み が . 遺伝性 リ ソ ゾ ー ム 蓄積症 に お い て こ れ ま で
に多く な さ れ , そ の 結果 い く つ か の 疾 患で は非常 に 有
効な診断法と して , 病気 の 診断の み で は な く保因者診断
に も用い ら れて い る｡ 2 6) しか し . Po mpe 病 と ト c ell
病で は 患者 の 末梢白血球の 酵素活性 は , ほ とん ど正 常
かごく軽度 の 低下 しか 示さず . 末梢 白血球 は こ れ らの
疾患の 診断 に は全く 役に 立た な い と言わ れ て きた . と
こ ろが
, 今 ま で に こ の 様に 報告 され て い る例 は , す べ
て顆粒球 , 単球 , リ ン パ 球が種 々 の 割合 で 混 ざ っ た も
の をそ の まま 測定材料と して 用 い て お り , リ ソ ゾ ー ム
酵素活性 は細胞の 種類 に よ っ て 異 なり , そ の 結果そ れ
ら の混合比の 適い に よ っ て 当然活性値が大 きく 変わ る
こと が考え られ る ｡ そ こ で 著者 は白血球を より均 一 な
細胞群で あ る額粒球 , リ ン パ 球 , 単球 の 3分画に 分離
し, 培養線維芽細胞 と共 に 6 種類の リ ソ ゾ ー ム 酵素 .
a-glu c o sida s e, a - gala cto sida s e, β - galacto ･
Sida se,
.
β - glu c u r o nida se, a - m a n n O Sida se. N
-
a C etyト β - du co s aminida seの pH a ctivity pr ofile
を調べ , 末梢白血球の い ず れ か の 分画 が培養線維芽細
胞に と っ て か わ り , Po mpe 病 やI - Cell病 の 診断 に 用
いる こ と が で き な い か 調 べ て み た .
1), 正 常対照
正 常対照 の 培養線維芽細胞 と末梢白血球の 3分画の
各々 の pH a ctivity profile を比較 し て み る と , 酵 素
に よ っ て 培 養線維芽細胞 に 一 番 近 い pH a ctivity
profile を示す 分画は異な っ て い た . たと え ば , α -
glu c osida s e, a - gala cto sida s e, β p gala cto-
Sida s e, β - glu c u r o nida s eで は 単 球分画が , α -
m a n n o sida seで は顆粒球分画 , N - a C etyl - β -
gluc o s a minida seで はリ ン パ 球分画が t そ れ ぞ れ 培
養線維芽細胞 に 最 も近 い pH a ctivity pr ofile を 示 し
て おり , こ れ らの 結果か ら, 特定 の 分画 と培養線維芽
細胞と の 対応 は証 明で き な か っ た . 又 , 著者の 実験で
得られ た酵素の pH a ctivity pr ofile の う ち , a -
gluc o sida s e･ a - m an n O Sida s eに つ い て Nakagaw a
ら の 結 果2 5}と 比 較 し て み た . a - glu c osida s e
で は Nakaga w aら に 見 られ る顆粒球分画の 2峰性の
ピ ー ク は著者 で は見 られ ず , Nakaga w aら で 酸性域 に
見られ た単球分画の 徳性値の ピ ー ク は , 著者で は 中性
域に あ っ た . 又 , α , rn a n n e Sida seは著者の結果で は全分
画で 1蜂性で あ っ た が , Nakaga wa ら は Ca r r o11 ら2 8)
や Kato ら1 鋸と同様, 酸性 , 中性雨域に 2峰性 の ピ ー ク
を示 した ･ しか し, これ ら以 外は はぼ 同じ よ う なpH
a ctivity pr ofile を示 した . 又. 正常対照 の 顆粒球分
画 , 単球分画, リ ン パ 球分画相互間の 活性値 の 関係を
Be utie rら
T}の 報告 と比較 して 見 ると ,著者 の 結果で は
a - m a n nO Sida s eの 単球分画 は顆粒球分画 よ り高 い
活性を示し , Beutle rらの 結果 で は こ れ が逆 に な っ て
い た が , そ の 他 の 酵素は す べ て 同 じ傾向を示 し た .
2), Po mpe 病
Po mpe 病(糖靡病Ⅱ型)は心拡大及 び筋緊張低下を
主徴とす る全身性の グリ コ ー ゲ ン 蓄積症で t 心不全の
た めに 1 才前後 で 死亡す る常染色体劣性遺伝性 の 疾患
で あ る
l}
. 本症 の 酵素学的診断に Huijing ら の 報 告以
来 , 末梢白血球 が用 い られ , 多く は酵素活性が欠損 し
て い た と報告 さ れ て い るが , な か に は明らか に患者で
あ り な が ら, わ ずか に 低下或 い は はと ん ど正 常 で あ っ
た と い う報告 も散見 され る . 1 3卜 1 6}著者の 結果で は リ ン
パ 球 分画 と培養線維芽細胞に お い て , こ れ まで の 多く
の 報告 と同様 に酸性域で a - glu c osida s eの 活 性 の
欠損 が認 め られ , 中性域 で は低下 は して い るが 酵素活
性を残存 し て い た . しか し , 顆粒球分画 で は中性域 に
ピ ー ク を も っ 1峰性を示 し . 活性の 低下 は全く 見られ
ず, 逆に 正 常よ り や や高 めの 活性を示 した . こ れ らの
結果 は , リ ソ ゾ ー ム 酵素活性が , 細胞の 種類に よ っ て
異 な る こ と を は っ き り と表わ して お り , 末梢 白血球全
体を酵素活性測定に 用 い た場合に は , 活性値 は こ れ ら
の 異な っ た活性 をも つ 細胞の総和と し て表わ さ れ るの
で , 酸性域 で酵素活性 を測定 して も, リ ン パ 球以 外の
細胞成分が多い と そ れ らの 活性 の 為, 酵素欠損を示さ
な い か , 又 はわず か に 低下と い う結果 に な る こ とが 当
然考え られ る｡ こ れ ま で の 報告で , 末 梢白血球 に お い
て a - glu c o sida s e活性が 正 常 ないし, わ ず か に 低下
と 報告 さ れ た例 は . 末梢白血球分離の 時に , 顆粒球や
単球 が多 く得 ら れ る デ キ ス ト ラ ン 沈降法や フ ィ ブ リ ノ
ー ゲ ン 法 を 馴 ､ , 逆に 低下と さ れた も の はリ ン パ 球分
画が多く得 られ る Film te chniqu e2 8}を 用 い て お り
こ の こ と は 著者の 結果 か ら の 推定と 一 致す ると考 え ら
れ る . 著者 の 結 果で は Po mpe 病 に 見 られ る培養線維
芽細胞で の α - glu c o sidas e癌性 の 欠損が . 末梢白
血球の リ ン パ 球分画 に は っ き り と表わ れ て おり t こ れ
より , Po mpe 病の 診断 に は , 末梢白血球の リ ン パ 球
分画を酸性域で 測定 す るの が , 最も確か な方法 で あ る
こ とが 証 明さ れ た .
3), Ⅰ- e ell病
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卜 C ell病 は臨床的に Hu rle r病 に 規似 した 常染色
体劣性遺伝性の 疾患で あ る が , 尿中の ム コ 多糖体 の 排
泄 は正常 で あ る .
2 9} 患者 の 培 養皮膚線維芽細胞 に 多数
の 封入体 (1n clu sio nbody) を 認 め る こ と か ら 卜
cell病 と 呼ば れ て い る . 培養線維芽細胞 で は , a Cid
pho sphatase や β M glu c o sidas eを除 い て 多数の リ ソ
ゾ ー ム 酸性水解酵素が低下 し て い る .
2 9} 一 方 , こ れ ら の
低下 し た活性を示す酵素が , 培養線維芽細胞 の 培地中
や患者 の 血清 , 髄液や 尿中に 異常 に 増加 して い る Q し
か し , 今 日 ま で の は とん どの 報告で は , 本症の 患者の
末梢白血球の リ ソ ゾ ー ム 酵素活性 は正 常域 で あ る とさ
れ , わ ず か に W alba u m ら
3 0)




3 2}が 患者の 白血球 で a - gala cto sida s e, β
-
gala cto sida s et β
-
glu c u ro nida se, a
- Neu ra-
mida s e, N
-
a C etyl
- β - gala cto s a minida s e
の 低下を報告 して い る に す ぎ な い ･ 又 , 彼等 は α
-
m a n n o sida s e, N -a C ety ト β - glu c o s a minida s e･
Arylsulfata s e
- A , a Cidpho sphata s eが 正常で あ っ
た と 報告 して い るが , こ れ ら の 結果 と著者 の 結果 を比
較検討 して み た . 彼等の 報 告 で 低活性 を示 し た α
-
galacto sida se , β
-
gala cto sida s e, β ～ glucu r o
~
nidase は著者 の 結果 で も . い ずれ も リ ン パ 球分画で
酵素活性が そ れ ぞ れ 正常対照の 22%, 16‰ 40 % と著
明に低下 し て お り,顆粒球分 軋 単球分画は正常対照 と
はば 同じ か軽度低下を示 し, 当然 こ れ ら活性 の 総和 は ,
正常対照に 較 べ 低活性を示す もの と 思わ れ る ･
一 一 方正
常活性 と報告 さ れ た a - m a n n O Sida seは ･ リ ン パ
球分画 で は正常対照 の 35 % と低活性 で あ るが ･ 醸拉
球分画と単球分画 にお い て , 正 常対照 と は ぼ 同じ か軽
度上昇を示 し , か つ そ の 活性値が リ ン パ 球分画の 7
～
11倍と高い 為 ,全体 と して リ ン パ 球分画で の 活性低下
が曝され て し ま い , 正常 と報 告 さ れ た も の と 思 わ
れ る . N - a C etyl
- β - glu c o s a minida s eは著者
の 結果 で も , 単球分画 の 班 4.5 ～ pR 5.5 で や や 活性が
低下 して い た 以外は , 3 分画共正常対照 と ほ ぼ同 じ よ
う な活性 を示 して お り , こ れ ら の 総和 は 当然 正常活性
を示すと考 え られ る . a - Ne u r a mi da s e, N
-
a C etyl
- β - gala cto s a minida s eの 測定 を著者 は行 な っ て
い な い が , a Cidpho sphata se, β
-
glu c o si da se は
Ler oy ら の 報告2 g)が 示すよ う に , 卜 c ell病 で はお
か され て お らず , 彼等の 報告 で も当然正常 とな っ て い
る . こ の よ う に 著者 の 結果 は彼等 の 報告 と 一 致す る も
の と思わ れ る . 又 , 本症の 末梢 リ ン パ 球 の 20%前後 に
見 られ る空胞形成 は , 培養線維芽細胞 と同様 の 蓄積現
象 に よ る もの と考え ら れ て い る .
‖ 牒 l)こ の 事 は ,末梢 リ
ン パ 球 に お け る リ ソ ゾ ー ム 水解 酵素の 徳性の 低下を暗
示 す る も の の よ う に 思 わ れ , 事実 . 本児の リ ン パ 球分
画 の a - gala cto sida s e, β
- gala cto sidas e､ β -
glu c ur o nida s e, a
-
m an nO Sida s eの 活性 は ,培養緑
綬芽細胞に見られると同様著明 に 低下 し て お り , Kato
ら 欄 の 報告 と は ば同 じ よ う な結果を示し た . こ の よ う
に 著者 の 結果 で は , 患 児の 頬粒球分画 と単球分画で は
酵素活性 の 低下 はは と ん ど な く , リ ン パ 球分画 に の み
著明な活性 の 低下が見 られ . Po mpe 病 と 同様 に , リ ン
パ 球分画 で リ ソ ゾ ー ム 酵素の 活性を 測定す る こ と によ
っ て , 卜 c ell病 の 診断が 可能で あ る こ と が証 明され た.
結 論
健康人, Pom pe 病 及び ト ce11病患者 にお い て , 末
梢 白血球を , 顆粒球 , 単球 , リ ン パ 球の 3分画に 分離
し
, 各細胞分画 と各人由来の 培養線維芽細胞の リ ソ ゾ
ー ム 水解酵素の pH a ctivity pr ofile を 検討 し , 以 下
の よう な成績を得 た .
1), 正常対 照 の a - glu cosida s eの 酵素活性は,
単球分画. リ ン パ 球分 画 , 培 養線維芽細胞に お い て ,
至適pH カi4.5の a cidfo r rnと , 6 .5の n e utral fo r m
に 分離さ れ た が , 鯖粒球分画で は萱適p廿が6･5 の 1峰
性 で あ っ た . 正 常 対 照 及 び Po mpe 病 の a
-
gala cto sidas e, β - gala cto sida s e, β-glu c u r o･
nida s e, a
-




glu c o s aminidase の pH a ctivity pr ofile は , 各酵素で
全分画及び培養線維芽細胞で はぼ類似 した 1 峰性の曲
線 を示 し , 至適p別まそ れ ぞ れ 5.0, 5.0, 5･0, 4 ふ
5.0 で あ っ た .





gala cto si da s e, β - gala cto sida s eで は培 養線
維芽細胞が ,β - glu c u r o ni da s e, a - m a n n O Sidasel
N - aC etyl
- β - glu c o s a mini da s eで は 単 球分画
が最 も高 い 活性 を示 した .
3 ), Po mpe 病 に お け る a
-
glu c o sida s eは, リ
ン パ 球分画と 培養線維芽細胞で の み , 酸性域に お い て
酵素活性 の 欠損 を示 し た が , 顆粒球分画 で は正常対照
と はぼ 等 し い pH a ctivity pr ofile を示 し , 活性 低下
は全 く認 め ら れ な か っ た .
4), 卜 c ell病 は , こ れ ま で の 報 告と 同様 , 培養
線維芽細胞で は 全酵素で 著明な活性低下を示し た･ 又･
末梢白血球 3分画 で は , リ ン パ 球 分 画 で の み , α
~
galacto sida s e, β - gala cto sida s e, β
M glu c u r o
-
nida se, a - m a n n O Si da s eの 著明 な 活性低下を認
め , そ れ ぞ れ 正 常対照の 22 %t 16 %, 40 ‰35% で あ
っ た . し か し , 額粒球分画 , 単球分画 で は正常対照と
憺 ぼ同 じ活性 を示 した .
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5). 末梢白血球を より 均 一 な細胞群 で あ る顆粒球
分軋 単球分画 , リ ン パ 球分画 に 分離 し , その リ ン パ
球分画の リ ソ ゾ ー ム 水解酵素を測定す る こ と に よ っ
て , 培養線維芽細胞を 用 い な く と も , Po mpe 病及 びⅠ
-
Cell病の 診断が 可能 と考え られ る .
稿を終え るに 臨み , 御指導 と御校閲を 賜わ り ま した 谷口昂
教授に深謝い た し ま す . ま た 多大 な御協力を い た だ さま した
第6 研究室の 諸 兄, 並 び に教室員の 皆様に 厚く 御礼申 し上げ
ます.
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Pe ripheral b lo od le ukocytes ha ve be¢n S eParated into thre ¢fiactio ns(gr an ulo ¢yte$, m O n O･
Cyte S, and lympho cytes)･ T he m on on ucl¢ar Ceu POPulatio nswereis olated fro mhepari mized
Whole blood on a Ficoll- Hy paqu egradient afte rdextra n sedim entaion a cco rdingtothe m ethod$
Of Snyde r and B 6yum ･ A d herent m o nocyte s w ere ob t ain ed by 血ICubating l X l O
7
un h･a C-
tion ated m on o n uclea r cellpopulatio ns s u spe nded in R P M‡ 1 640 co ntaining lO% fetal bovin
s eru mOn 60× 1 5m m tissue c ultur edishes at 3 7 C
O
for l.5 hr. in the presen c e of 5% C O2 . T he
dishes w e r e vigor ou sly w ashed wit h R P M I 1 6 4 0, and non ad here nt cells(1ymphocytes) w ere
C Ollected, M o n ocytes were re c o v e r ed fro mthe su rface of thetissue dishes witha rub berpo止ce
-
m an･ T hegr anulocytes w ere ob tain ed ffo mthe pe11etof Ficoll
-Hy paquegradient.
T he six lysoso m al acid hydrolase (a -glu co sida se, a -galactosidase, B-gala ctosidase, P-glu c uro-
nidas e, a- m a n nO Sidase, N
- a C etyl-P-glu co sa minidase)were a ss ayed int‡lre ele uko cyte fractions and
丘broblastsfrom no rm al individuals〉 Pom pe
,
s disea s e, and I- C ell disease by the m ethod of H ind-
1)T he pH activity profnes of a-glu c osidase in m o n o cytes, 1ymphocytes, and 点br oblasts 血･O m
nor malcontr oI show ed tw opH optima, PH 4･5 and pH 6･5,butgranulocytes o ne optim u m,PH
6･5･ T he pH activity pr ofnes of 4e nzymes(a-gala ctosidase, 伊gala ctosidase, P-glucu ro nidase,
N- a C etylTPqgluc osami midase) had on e pH optim u m, PH 5.O and a- m an nO Sidas e, PH 4.5 in thre e
leuko cyte fra ctio n sand 丘broblasts.
2)T he activity of a-glu co sidase in pH 3･0 - pH 5･5 w a sdeficienta nd de c r e ased inpH 6.0 - PH 8.O
in lympho cytes a nd fibroblasts, but n orm al in gr a n ulocytes from Pompe
,
s dis eases. But m ost
repo rts so fa rsho w ed n o r m al o r slightly decrea sed a-glu c osidase activitiesin whole periphe ral
leukocyte sfr o mPo mpe
,
s disease ･ Ou rfindingsrevealed t he diffe r en cesin a ctivitie sin c en ty pes,
therefo re, the re sults ob tained with u nffactio n ated total 1eukocyte samplesffo m Po mpe
,
s dis-
easesmight v a ry a cc ording to the distri bution of c ell type$, t he m ethods us ed for separatio n of
leukocyte sfr o m whole blood.
3)I- C eⅡ dise a se sho w ed dec reased activitie s of a-gala ctosidase,β-galactosida s e,βTgluc u r omi da se,
a nd a- m a n n OSidase in 1ympho cytes and n br obla sts but n ot in gran ulocytes and m o n ocytes.
T heir a ctivities in lym pho cytes were 2 2%, 1 6%, 4 0%, 3 5% ofthe valu es in no rm al individu als
re spectively･ T he a ctivitie s of a -glu co sidase and N-a C ety岬瑠1u c os aminidase we r edecr eas ed in
nbroblasts
,
butn ot in lymphocytes.
4)T hese results indic ated thatlympho cytes am o ngle uko cyte specie s might be m ost usefu 1as a
SO u r C eOfe n zym ein diagn o si ofs e veralinheri ted lys o som alsto rage dis eases, e SPeCial 1y Po mpe
,
s
diseas eand I- C ell dis e a se.
